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図 1. ガベキサート 
 
 
 [方法]	  
	 市販のトリプシン（Sigma）からb-トリプシンを精製した．0.7 mM b-トリプ
シンに，阻害剤ベンザミジンを 400 mM 加え，硫酸アンモニウムを用いて，低
充填密度型の斜方晶系結晶を選択的に析出させた． 





ないことを分解能 2 Å で確認した．GB は 3.2 M 硫酸アンモニウム溶液に 1 mM
しか溶けないが，PEG8000 含有母液にはよく溶解する．10 mM GB 含有 30% w/v 
PEG8000 溶液（pH 7.0）に，バックソーク済み結晶を 2 時間浸漬させた架橋処
理済み結晶を用い，放射光施設 SPring-8 においてマイクロ X 線ビームを用いて
116 K の窒素気流下で回折強度データを測定した．  
 
[結果と考察] 
	 架橋処理していない結晶は 30% w/v PEG8000 含有母液に溶解してしまう．一
方，架橋処理した結晶は，18% w/v PEG8000 に溶解するものの，30% w/v 
PEG8000 には溶解しなかった．構造精密化を行ったデータセット（分解能 1.94 
Å）の基質結合ポケットには，GH の電子密度が存在する．GH のグアニジノ基
は Asp189 と水素結合しており，ヘキサノイル部分は活性残基の Ser195 Oγ原子
と共有結合している．得られた結晶構造はアシル－酵素中間体である 6-グアニ
ジノヘキサノイルトリプシン（GHT）を反映している．硫酸イオンは活性部位










































 図 3. 求核的水分子周辺の配置 
 
 












	 GHT のほか 4 つのアシル－トリプシン中間体の結晶構造を初期構造とし，2 
ns の分子動力学シミュレーションをプログラム Desmond（Schrödinger）により
行った後，クラスタリングにより，蛋白質の水溶液中の代表構造を 1 つの初期
構造につき 3 つ取得した．その各々に対し，2 ns の水和熱力学解析をプログラ
ムWaterMap（Schrödinger）により行った．活性部位周辺に予測された水サイト










θ x (deg) θ y (deg)
Nafamostat 阻害剤 2AH4 1220 3.2×10−5 3.90 2.78 129.3 53.9
Gabexate 阻害剤 3VPK 507 8.0×10−4 3.02 2.75 95.3 97.8
suc-AAPK-p NA 基質様化合物 2AGG 526 41 2.47 2.73 94.2 96.1



























図 5.  Log(kcat)とDGwatの関係 
×：阻害剤，◯：基質様化合物 















図 6.  反結合性分子軌道（p*）の一例 
（リガンド：GB）  
 















第 4 章	 今後の展望 
	 本手法は，標的蛋白質が加水分解酵素であること，酵素反応の律速段階が水
分子の求核攻撃であること，求核的水分子が脱プロトン化され加水分解反応が
進行することの 3 点のみを前提としており，幅広い加水分解酵素に適用可能と
考えられる．また，創薬の現場では，非共有結合性阻害剤の阻害能改善のため，
共有結合性阻害剤への改変が試みられることがあるが，その際にも本手法は適
用可能と考えられる．また本手法は，少ない指標により判別が可能であるため，
計算コストの低い効率的な方法であると言える． 
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